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RESUMEN
Se evaluó el uso de métodos cultivables para aislar y caracterizar genotípicamente las bacterias asociadas con el intestino 
de la lombriz de tierra (Eisenia foetida Savigny), identificando algunos géneros reportados con un potencial de remoción 
de contaminantes orgánicos persistentes (COPs). Las lombrices de tierra analizadas en adición con peat moss y estiércol de 
conejo a nivel de laboratorio, integraron un sistema de vermicompostaje que fue capaz de remover 96%, del contaminante 
decaclorobifenilo a una concentración de 200 mg kg1 durante 91 días. A partir de cepas bacterianas puras aisladas del 
tracto digestivo de la lombriz, se procedió a extraer el DNA genómico y se amplificó el gen 16S rDNA a partir del DNA 
extraído de las cepas, usando los primers fD1 (5 -´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 )´ y rD1 (5 -´AAGGAGGTGATCCAGCC-3 )´. 
Todas las secuencias de las cepas fueron analizadas usando el programa BioEdit v.6 y alineadas con CLUSTAL W, los 
árboles filogenéticos fueron construídos a través del programa MEGA v.5.2, utilizando el modelo evolutivo Tamura-Nei. 
La posición taxonómica de la cepas fueron determinadas conforme a las secuencias parciales del gen cromosomal 16S 
rDNA de cepas bacterianas tipo, el cual identificó a los género Bacillus, Caryophanon, Staphylococcus, Pseudomonas.
Palabras clave: Lombriz de tierra, compuestos orgánicos persistentes (COPs), vermicomposteo, gen 16S rDNA.
ABSTRACT
The use of cultivable methods used to isolate and characterize genotypically the bacteria associated to the intestine of 
the earthworm (Eisenia foetida Savigny) was evaluated, identifying some genera reported with a potential for removal 
of persistent organic contaminants (POCs). The earthworms analyzed in addition to peat moss and rabbit manure at 
the laboratory level established a vermicompost system that was capable of removing 96 % of the decachlorobiphenyl 
contaminant at a concentration of 200 mg kg1 for 91 days. From the pure bacteria strains isolated from the digestive 
tract of the earthworm, the genomic DNA was extracted and the 16S rDNA gene was amplified, from the DNA extracted 
from the strains, using the primers fD1 (5 -´AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3 )´ and rD1 (5 -´AAGGAGGTGATCCAGCC-3 )´. All 
the sequences of the strains were analyzed using the BioEdit v.6 software and aligned with CLUSTAL W, the phylogenetic 
trees were built through the MEGA v.5.2 software, using the Tamura-Nei evolutionary model. The taxonomic positions 
of the strains were determined based on the partial sequences of the chromosome gene 16S rDNA from type bacterial 
strains, which identified the genera Bacillus, Caryophanon, Staphylococcus, Pseudomonas.
Keywords: earthworms, persistent organic compounds (POCs), vermicompost, 16S rDNA gene.
Agroproductividad: Vol. 10, Núm. 5, mayo. 2017. pp: 51-56.
Recibido: septiembre, 2016. Aceptado: abril, 2017.
52
Volumen 10, Número 5. mayo. 2017
AGRO
PRODUCTIVIDAD
INTRODUCCIÓN
L
os contaminantes orgánicos persistentes (COPs) 
son sustancias sintéticas de alto riesgo para la sa-
lud humana y del medio ambiente. Estas sustan-
cias se han encontrado en todo el mundo, inclu-
yendo en algunas áreas muy remotas en donde no se 
utilizaron dichos contaminantes, por ejemplo, en regio-
nes polares, también en poblaciones humanas e incluso 
la leche materna (Mac Donald et al., 2000; Pólder et al., 
2003;. She et al., 2007). Para atender este problema a 
nivel mundial, fue firmado el 23 de mayo de 2001, el 
Convenio de Estocolmo. Donde se enumeran y descri-
ben las propiedades de los COPs de la siguiente manera: 
“contaminantes orgánicos persistentes tienen propieda-
des tóxicas, se bioacumulan y son transportados por el 
aire, agua y por especies migratorias a través de las fron-
teras internacionales y depositados lejos del lugar de su 
liberación, acumulándose en los ecosistemas terrestres 
y acuáticos“. Los bifenilos policlorados (PCBs) son una 
familia de compuestos producidos comercialmente por 
cloración progresiva de bifenilo en presencia de cloru-
ro férrico y yoduro férrico (Abramowicz, 1990, la OMS 
1993). Las lombrices de tierra pueden tolerar los pro-
ductos químicos tóxicos en el medio ambiente (COPs). 
Los efectos de las lombrices de tierra sobre los microor-
ganismos son directos (aumento o disminución de sus 
poblaciones para digerir el sustrato) e indirecta (que se 
derive de los efectos directos, tales como la aparición 
de excrementos en sustrato fresco), Aira y Domínguez 
(2010). Estos son ingeri-
dos por los invertebrados, 
realizando una Anisosim-
biosis mutualista, degra-
dando así los compuestos 
complejos por medio de 
las enzimas (Figura 1).
 
La lombriz de tierra 
(Eisenia foetida Savigny) 
participa en los diferentes 
procesos ecosistémicos, tales  como la formación del 
suelo, regularización y suministro de agua para la acti-
vidad mecánica en el suelo debido a su capacidad de 
moverse, creación de estructuras que mejora la airea-
ción y la infiltración de agua, degradación de la mate-
ria orgánica y mezcla de tierra, de la cual, parte de ésta 
degradación se debe a su interacción con la microflora 
mutualista que se encuentra en su tracto digestivo. Se 
sabe que las lombrices de tierra pueden acelerar la re-
moción de contaminantes orgánicos tales como plagui-
cidas, herbicidas, hidrocarburos policíclicos aromáticos 
(PAH), aceites crudos y los bifenilos policlorados (PCBs). 
El objetivo de esta investigación consistió en aplicar mé-
todos cultivables que permitieron el aislamiento y ca-
racterización genotípica de bacterias asociadas con el 
intestino de la lombriz de tierra (Eisenia foetida Savigny), 
encontrándose algunos géneros reportados en la remo-
ción de compuestos orgánicos persisitentes (COPs).
MATERIALES Y MÉTODOS
Colecta y procedimiento del material biológico
Se seleccionaron diez lombrices de un vermirreactor 
adaptadas con estiércol y peat moss de la misma pobla-
ción que se utilizaron en la remoción del decaclorobife-
nilo, sexualmente maduras es decir con clitelo formado y 
se lavaron con agua destilada estéril, quedando libres de 
impurezas externas. Utilizando un estereoscopio, cada 
lombriz fue disectada transversalmente, extrayendo los 
contenidos intestinales, aproximadamente 1 g (Figura 2), 
el contenido se colocó en un tubo con 9 mL del  me-
dio de infusión de cerebro y corazón (IHB) obteniendo la 
solución base 101, para realizar diluciones hasta llegar 
a 108. Las diluciones de 104 a 108 se sembraron por 
triplicado en los siguientes medios de cultivo Agar nutri-
tivo (AN) para aislamiento de bacterias poco exigentes; 
Agar de soya tripticaseína (AST), provee un soporte de 
crecimiento para organismos anaerobios y aerobios y 
fuente de nitrógeno y minerales; Medio King A (KA) para 
la detección de especies del género Pseudomonas; Agar 
de Infusión Cerebro y Co-
razón (ABHI) es un medio 
apropiado para el cultivo 
de bacterias y hongos, in-
cluyendo los de difícil de-
sarrollo; Agar Rojo Congo 
(RC) tiene afinidad por los 
polisacáridos, diferencia-
ción de cepas patógenas 
y aislamiento de bacterias 
fijadoras de nitrógeno. Las 
placas se incubaron por 
48 h a 30 °C, enseguida se hizo una selección de cepas 
con base en su crecimiento y morfología, conteo de las 
unidades formadoras de colonias, para posteriormente 
realizar resiembras para su aislamiento y purificación 
(Brito-Vega et al., 2009).
Caracterización genética de bacterias del tracto 
digestivo de la lombriz 
A partir de cepas bacterianas puras aisladas del tracto 
Figura 1. Sistema de digestion mutualista de lombrices de tierra 
tropicales endogénicas. Barois y Lavelle (1986).
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Figura 2. Disección transversal de lombriz de tierra (Eisenia foetida 
Savigny).
digestivo de la lombriz 
de tierra, se procedió a 
extraer el DNA genómi-
co, utilizando el kitZR 
Fungal/Bacterial DNA 
MicroPrep™ de la mar-
ca ZYMO RESEARCH. 
La mezcla de reacción 
para la técnica PCR-16S 
rDNA y cebadores utili-
zados fue mediante la 
amplificación del gen 
16S rDNA a partir del 
DNA extraído de las ce-
pas, usando los primers 
rD1 y fD. Weisburg et al. 
(1991), a través de la re-
acción en cadena de la polimerasa 
(PCR). Los productos de PCR para 
amplificar el gen 16S  rDNA fue-
ron purificados, usando el kit “PCR 
product purification system” de la 
marca RocheTM. Los productos de 
PCR purificados fueron secuencia-
dos en el Centro de Ciencias Ge-
nómicas-UNAM, en la Ciudad de 
Cuernavaca, Morelos.
Extracción de DNA
La Figura 4, presenta las 
electroforesis del DNA 
de 10 cepas aisladas 
a partir del tracto gas-
trointestinal de Eisenia 
fetida, mostradas en el 
Cuadro 1. En el primer 
carril se observa el mar-
cador de peso molecu-
lar de 1 kb y en los si-
guientes el DNA de las 
cepas.
Amplificación del gen
16S  rDNA 
A las 10 cepas se les 
realizó la amplificación del gen 16S 
rDNA, los fragmentos amplificados 
(Figura 5), con un tamaño estimado 
de 1500 pb. De las 10 cepas mostra-
das siete amplificaron y posterior-
mente se realizó otra electroforesis 
donde amplificó la cepa RC4-1, to-
talizando ocho, las cepas KA4-2 y 
AN5-1 no amplificaron en los dos 
intentos realizados.
Géneros aislados en el tracto 
digestivo de la lombriz
Todas las secuencias de las cepas 
fueron analizadas usando el pro-
grama BioEdit v.6 y alineadas con 
CLUSTAL W, los árboles filogenéti-
cos fueron construídos a través del 
programa MEGA v.5.2. La posición 
taxonómica de la cepas fueron de-
terminadas conforme al análisis filo-
genético realizado con las secuen-
cias parciales del gen cromosomal 
16S rDNA de cepas bacterianas tipo, 
son cepas puras de laboratorios ofi-
ciales para la colección de germo-
plasma y material genético gene-
rado en diferentes investigaciones 
en el mundo (ejemplo: American 
Type Culture Collection-ATCC). La 
secuencia de los genes 16S rDNA 
de la cepas aisladas del intestino 
de la lombriz de tierra Eisenia fetida 
Cuadro 1. Cepas seleccionadas para la extracción del DNA.
Cepa Medio de origen Simbología Características
1 RC4-2
Medio Rojo congo, dilución 
104 , segunda caja
Bacilos con esporas, G ()
2 RC5-2
MedioRojo congo, dilución 
105 , segunda caja
Sarcinas, G ()
3 RC4-1
Medio Rojo congo, dilución 
104 , primera caja
Cocos pequeños en racimos, 
G ()
4 KA4-1
Medio King A, dilución 104 , 
primera caja
Células alargadas flageladas, 
G ()
5 KA4-2
Medio King A, dilución 104 , 
segunda caja
Bacilos pequeños en racimos, 
G ()
6 AST4-2
Medio Agar de Soya 
Tripticaseína, dilución 104 , 
segunda caja.
Bacilos grandes, G ()
7 AN4-3
Medio Agar nutritivo, dilución 
104 , tercera caja
Bacilos grandes alargados, G 
()
8 AN5-1
Medio Agar nutritivo, dilución 
105 , primera caja
Cocos, G ()
9 AN4-1
Medio Agar nutritivo, dilución 
104 , primera caja
Bacilos medianos, G ()
10 AN4-4*
Medio Agar nutritivo, dilución 
104 , cuarta caja agregada *
Bacilos-coco pequeños, G ()
RESULTADOS  Y  
DISCUSIÓN
El Cuadro 1, muestra los resultados 
de las cepas de interés provenientes 
de los medio de cutivo utilizados 
para el crecimiento de bacterias 
aisladas del tracto digestivo de las 
lombrices, (Figura 3) crecimiento 
bacteriano en Agar nutritivo.
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fueron depositadas en la base de datos Ribosomal Da-
tabase Project (Michigan State University), que contie-
ne cepas tipo, que a su vez la secuencia en estudio fue 
comparada con estas cepas con mayor porcentaje de 
similitud genética y las seleccionadas fueron deposi-
tadas en el GenBank del Centro Nacional de Informa-
ción Biotecnológica (www. ncbi.nlm.nih.gov/), para la 
reconstrucción del árbol filogenético utilizando el mé-
todo estadístico de máxima verosimilitud, indicando la 
ubicación taxonómica (Cuadro 2) de las cepas Villa-01 
a la Villa-08 y su similtud genética con otras cepas bac-
terianas tipo.
La cepa en estudio Villa-01 fue asociada con el géne-
ro Bacillus y mostró 68.3% de similitud genética con la 
cepa Bacillus oceanisediminis H2T, con número de as-
cención GQ292772.
Las secuencias se ana-
lizaron usando el pro-
grama BioEdit v.6 y la 
ubicación taxonómica 
y construcción del ár-
bol filogenético de las 
bacterias fue realizado 
a través del programa 
MEGA v.5.2, usando el 
modelo evolutivo Ta-
mura-Nei y el método 
estadístico de máxima 
verosimlitud ( Figura 6).
Autores como Hong 
et al. (2011), reporta-
ron bacterias aerobias pertenecientes a los géneros 
Aeromonas, Bacillus, Photobacterium, Pseudomonas 
y Shewanella, y bacterias anaeróbicas de los géne-
ros Aeromonas, Bacillus, Shewanella, Paenibacillus, 
Clostridium, Cellulosimicrobium, Streptomyces y 
Chloroflexi. Algunos de estos géneros tales como 
Bacillus, Clostridium, Pseudomonas, Streptomyces y 
Shewanella se han reportado como cepas degradado-
ras de contaminantes (Khalid et al., 2008; Tiquia, 2010; 
Wu et al., 2011b; Yee et al., 1997).  Sphingomonadaceae 
(Alphaproteobacteria) y Alcaligenes spp. (Proteobacte-
rias) han sido reportados por  mantener sus diversidades 
durante su tránsito por el intestino de las lombrices a 
partir de muestras de sus deyecciones (Nechitaylo et al., 
2010). Bernard et al. (2012), encontraron que la comuni-
dad microbiana cambió con la aplicación de materia or-
gánica. La paja promovió las Protobacterias Bacteroidetes 
y Actinobacteria. El am-
biente, la comida y las 
interacciones ecológi-
cas podrían por lo tanto 
regular la comunidad 
microbiana asociada al 
intestino, deyecciones 
de las lombrices de tie-
rra y suelos. 
CONCLUSIONES
E
ste estudio, 
permitió deter-
minar que el 
género Bacillus 
fue el que presentó la 
mayor abundancia de 
Figura 3. Crecimiento de colonias en el medio de 
cultivo agar nutritivo.
Figura 4. Electroforesis de la extracción de DNA de las cepas aisladas.
Figura 5. Electroforesis de la amplificación del gen 16S rDNA.
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Cuadro 2. Géneros aislados del instestino de la lombriz de tierra (Eisenia fetida).
Cepa
secuenciada
Pares de bases 
de la secuencia
Género asociado
(%) de similitud 
genética
Similitud con la cepa bacteriana tipo
Número de
Ascensión en (NCBI)
Villa-01 984 Bacillus 68 % Bacillus oceanisediminis H2T GQ292772
Villa-02 1462 Staphylococcus 97 % Staphylococcus hominis DSM20328 T X66101
Villa-03 1362 Staphylococcus 93 % Staphylococcus devriesei KS-SP60 T FJ389206
Villa-04 766 Bacillus 94 % Bacillus firmus IAM12464 T D16268
Villa-05 792 Bacillus 65 % Bacillus silvestris HR3-23 T AJ006086
Villa-06 1447 Bacillus 86 % Bacillus infantis SMC4352-1 T AY904032
Villa-07 1172 Caryophanon 83 % Caryophanon tenue NCDO2324 T X70315
Villa-08 939 Pseudomonas 64 % Pseudomonas jinjuensis Pss 26 T AF468448
Figura 6. Árbol filogenético basado 
en el gen cromosomal 16S rDNA, 
mostrando la ubicación taxonómica 
de las cepas bacterianas aisladas de 
la lombriz Eisenia fetida.
cepas y también fue interesante en-
contrar representantes del género 
Pseudomonas, ambos géneros bac-
terianos han sido estudiados por su 
importancia, en la fijación de nitró-
tienen un sistema digestivo com-
plejo en el cual las bacterias en  su 
intestino conviven de forma mutua-
lista y benefician la degradación del 
material orgánico ingerido.
geno y sobre todo en la biorreme-
diación de suelos contaminados, 
con hidrocarburos policíclicos aro-
máticos y compuestos orgánicos 
persistentes. Las  lombrices de tierra 
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